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(54) Titre: COMPOSITION DESTINEE A L'INDUCTION D'UNE RHPONSE IMMUNITAIRE MUCOSALE 
(57) Abstract 



A pharmaceutical composition is disclosed for inducing a protective immune response to an antigen in a mucosal effector site in 
a host mammal. The composition includes at least two identical or different components each containing an immune response inducing 
agent selected finom the antigen, with the proviso that the andgcn is a protein antigen, and an expression cassette capable of expressing the 
antigen, for concunent or consecutive administration. One of die components is formulated for nasal/ond delivery so that the inducing agent 
is targeted to the immune response inducing sitc(s) in the nose/oral cavity/pharynx or the salivary glands, whereas the other component is 
fomiulatcd for suitable mucosal delivery other than nasal delivery so that die inducing agent is targeted to the immune response inducing 
sitc(B) at the effector site where an immune response is desired. Said composition may optionally also include a third component that is 
identical to or different from the first two components and formulated for systemic administration. 

(57) Khrigi 



L' invention a pour objet unc composition pharmaceutique destin6e & induire chex un mammiftre hOte, une r^ponse immunitaire 
protectrice ft Tencontre d'un antigine. au niveau d'un site mucosal effecteur, qui comprend au moins deux produits identiqucs ou difftfrcnts 
contenant chacun un agent inductcur de la rdponse inmiunitairc s61ectionn6 panni Tantigfene et & condition que I'antigfene soit de nature 
prot^ique, unc cassette d'expression capable d'exprimer Tantigfene, pour unc administration concomitantc ou consecutive; Tun des produits 
^tant fonrnuW de manifcre & fttre administr6 par voie naso-buccale afin que I'agenl inducteur soit cMt vers le ou les site(s) inducteuj(s) d'une 
rfponse immunitaire au niveau du naso-oro-pharynx ou des glandes salivaircs, I'autre produit 6tant fonnuW de maniire h Ctrc administrf 
par une yoie mucosale appropride autre que la voie nasale, afin que Tagcni inductcur soit cibl6 vers le ou les site(s) inducteur(s) d'une 
rfponse immunitaire au niveau du site effecteur oil la rfponsc immunitaire est recherch6e. De maniftre optionnelle, une telle composition 
peut ausst comprendre un troisiime produit. identique ou diff^frent aux deux premiers, formuM pour fttre administrt par voie system iquc. 
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5 COMPOSmON DESTTNEE A L'INDUCTION D'UNE REPONSE 

IMMUNITAIRE MUCOSALE 

La p«sente invention a pour obje. un kit de vaccination destine a induire chez 
u„ manm,.fere, one r^ponse i™„u„i,aire protectrice a Tencont,. d'un c^anisme 
10 pathogeneinfectantdesmuqueuses. e'""!>rae 

I^"«''"I«=«<iennununitdpeuvcntetreconeentrfeauseind'oreanesoufo™^^ 
un ttssu ly^phoVde plus ou moins diffts, ces tissus et organes constLant dans J 
ensemble le systeme lymphoMe. On distingue les organes lymphordes primaires qui 
«.nt les sues n^jeurs de la lymphopoiese (thymus, moelle osseuse), e, les organes et 
t.ssus lympholdes secondai«s au sein desquels les lymphocytes peuvem interagir 
entre eux ou avec I'antig^ne. Les organes lymphoVdes secondaires comprennent la 
rate, les ganglions lymphatiques e, les formations lympholdes associees aux 
muqueuses (MALT pour mucosal associated lymphoid tissue), plaques de Peyer et 
amygdales palatines entre autt^s. En plus du tissu lymphoMe oiganise constituant le 
MALT, on tiouvc de nombreux lymphocytes dans la muqueuse de i'estomac de 
1 mtestin grele. du colon, des bronches et de divers autres organes. 

Apres s'etre difTfe^ncies dans les organes lymphoides primaires, les 
lymphocytes migrent dans les organes lymphordes secondaires. Ces demiers peuvent 
etre des sites inducteurs de I'immunite systemique ou de Mmmunite mucosale On 
peut amsi les appeler organes "systcmiques" ou "muqueux". 

Parmi les organes "systemiques". on distingue la rate qui t^pond aux antigenes 
penetmnt dans la circulation sanguine, et les ganglions peripheriques qui assurent la 
protection vis-S-vis des antigenes penetrant dans la zone anatomique dont ils assurent 
le dramage lymphatique. Dans le tableau ci-apr^s. on presente une liste des differents 
ganglions en liaison avec les zones qu'ils drainent (sites inducteurs ou effecteurs). 

Le systeme immunitaire associ6 aux muqueuses, pour sa part, protege 
1 organisme coniit: les antigtees penetrant par les surfaces <5pitheliales muqueuses et y 
residant. On trouve I'anneau de Waldeyer et les tissus lymphotdes assocife au tractus 
respiratoire (BALT pour bronchial associated lymphoid tissue), au tube digestif 
(GALT pour gut associated lymphoid tissue) et au tractus uro-genital. Le systeme 
immumtaire associe aux muqueuses (sites inducteurs) est pr6sent6 dans le tableau ci- 
apres : 

FEUm DE REMPLACEMENT (REGLE 23) 
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5 line fois stimules dans les organes secondaires inducteurs, les lymphocytes 

peuvent migrer vers les sites effecteurs en transitant par la lymphe. via les ganglions 
associes aux sites inducteurs, eventuellement via les ganglions plus importants 
drainant ces premiers ganglions, les veinules lymphatiques efferemes abouiissant 
dans le canal thoracique. La lymphe de ce dernier rejoint la circulation sanguine par 

10 laquelle les cellules rejoignent les organes cibles ou sites effecteurs. En ce qui 
conceme les cellules lymphoVdes du MALT, celles-ci recirculem vers les territoires 
muqueux. Par exemple, des cellules stimulees dans les plaques de Peyer traversent 
les ganglions associes puis passent dans le sang pour venir se localiser dans certains 
sites muqueux. Cene recirculation selective est due a la capacite des lymphocytes a 

15 reconnaitre des molecules d'adherence exprimees specifiquement sur les cellules 
endotheliales des veinules posi-capillaires des muqueuses. Grace a ce mecanisme. la 
stimulation antigenique d'un territoire muqueux (inducteur) peut induire une rcponse 
dans d'autres territoires muqueux (effecteurs). 

20 A ce jour, de nombreuses methodes d'immunisation ont eie rapportees dans la 

liticrature scientifique. Les caracteristiques-cle de ces methodes sont. d'une maniere 
generale, (i) la nature de I'immunogene, (ii) la ou tes voies d'administration de 
rimmunogene ainsi que (iii) la formulation de Timmunogene. 

25 En ce qui concerne la nature de rimmunogene. la possibiliie d'uiiiiser en 

alternative a un antigene de nature proteique. un immunogene dc nature nucleique 
(ARN. ADN) est deja connue depuis lonctenips. II n'y a done pas lieu de s'eiendre 
plus avani. 

30 Les voies et methodes d'immunisation favorisant la prevention ou le iraitement 

des infections mucosales ont deja fait I'objet d'un certain nombre d'etudes sans pour 
cela etre couronnees d'autant de succes que la vaccination a I'encontre des infections 
systemiques. 

35 Neanmoins. Tensembie de ces etudes indique que, lorsqu'il s'agit d'un 

pathogene s'implantant au niveau des muqueuses, la seule immunisation par voie 
systemique ne semble pas suffisante pour que se developpe une protection 
convenable. II semble souhaitable, sinon indispensable d'induire une immunisation 
par voie mucosale, eventuellement en surplus a une immunisation par voie 

40 systemique, pour lutter avec efficaciie contre ce type d'infcction. L'imniunisatton par 
voie mucosale permet essenticllement de stimuler le tissu lymphoYde drainant la ou 
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5 les muqueuses ou se niche le pathogene et d'obtenir ainsi une reponse immunitaire 
ciblee au niveau de cette ou ccs muqueuses. 

Les immunoglobulines de type A (IgA) constituent la majorite des 
immunoglobulines a la surface des muqueuses gaslro-intestinale, respiratoire, uro- 
10 genitale ou autres. Elles sont secretees au sein de ces muqueuses et reputees conferer 
une protection a I'encontre des infections affectant ces sites, 

Une reponse immunitaire mucosale est usuellement obtenue apres 
immunisation par vole mucosale, soit direciement au niveau de la muqueuse 

15 effectrice, soit en un autre site mucosal eloigne du site oil combattre I'infeciion. Les 
voies mucosales qui sont a priori accessibles pour immunisation sont la voie orale, la 
vole intragastrique, la voie nasale, la voie uro-genitale et la voie rectale. Toutefois, la 
voie orale est celie sur qui le choix se porte de preference, en raison de sa faciiite 
d'utilisation, que ce soit pour vacciner centre des infections de la muqueuse gastro- 

20 intestinale ou pour vacciner contre des infections affectant une autre muqueuse. 

Pour iilustrer ce propos. differents exemples de I'art anterieur sont donnes 
comme suit : 

25 Recemment, Czinn et al. Vaccine (1993) n_ ■ 637 ont propose Tebauche d'une 

methode de vaccination a I'enconlre de Helicobaaer pylori, agent pathogene de 
nombreux ulceres de Testomac. Des souris axeniques ont re^u un sonicat d' H. felts 
adjuve par la toxine cholerique, par voie intragastrique (sonicat directement 
administre, par intubation, au niveau de Testomac). Apres une epreuve par Hr felis. 

30 on constate que les souris immunisees ont ete protegees. 

Cette procedure est par commodite, appelee dans la suite de I'arlicle 
"immunisation orale". Cet article trouve son equivalent dans la demande de brevet 
Czinn & Nedrud WO 93/20 843. 

35 

Jertborn et al. Vaccine (1992) _10 : 130 relate une etude de vaccination anti- 
cholerique effectuee aupres d'un petit groupe de Suedois. Le vaccin etait administre 
par deux fois, sous forme de solution liquide buvable. Ce vaccin s'est revele a la fois 
efficace et sans risque. 



40 
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5 La vaccination conlre la grippe par voie nasalc a ete mise en oeuvre avec 

succes Chez les enfants et les adultes, comme le rapporte Anderson et al, J. Clin. 
Microbiol. (1992) 30 : 2230 et Treanor et al, Ann. Inter Med. (1992) H? : 625. 

Gallichan et al, J. Infect. Dis. (1993) 168 : 622 montre qu'il est possible 
10 d'induire a la fois une reponse immunitaire mucosale et systemique apres 
administration par voie intranasale d'un adenovirus recombinant exprimant la 
glycoproteine B de THerpes Simplex Virus (HSV). En conclusion, les auteurs 
suggerent que d'une maniere generale, leur approche permettrait d'obtenir une 
protection a long terme a I'encontre des virus transmis par voie mucosale ou sexuelle. 

15 

Certaines etudes telles que Forest et al, Vaccine (1990) 8 : 209, suggerent que 
la voie rectale pourrail etre une voie d'entree commune a I'ensemble du systeme 
immunitaire mucosal el qu'il devrait etre possible d'induire une reponse immunitaire 
mucosale en un site eloigne de la muqueuse rectale, utilisee comme voie d'entree de 
20 rimmunogene. 

L'association de differentes voies d'immunisation a deja ete decrite par 
plusieurs auteurs comme etani un moyen de choix pour obtenir une reponse optimale. 
L'association d'une voie mucosale et d'une voie systemique est par exemple decrite 
25 dans les articles suivanls. 

Keren et ah Infect. Immun. (1988) 56 (4) : 910 indique qu'une meihode 
d'immunisation par voies combinees, parenterale et orale. donne de meilleurs 
resultats en termes de reponse IgA a I'encontre de Shigella flcxneri, qu'une 
30 immunisation par voie unique. En pratique, des souris re^oivenl Tantigene par voie 
iniramusculaire et par voie intragastrique a I'aide d'un tube, sous anesthesie. 

Yoshimura et al. Arch. Otolaryngol. Head Neck Surg. (1991) JJ? : 889 propose 
de vacciner contre les elites a pneumocoques en associani I'administration par voies 
35 systemique et orale. Les protocoles d'immunisation sont testes chez le cobaye. 
L'administration dite par voie orale, s'effectue en fait au niveau du duodenum ou de 
I'estomac au moyen d'un catheter ou bien consiste en I'absorpiion de capsules 
enieriques. Les auteurs montrent que seule Tassociation voie systemique + voie orale 
sous forme de capsules, donne de bons resultats. 

40 
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5 Forest et al. Infect. Immun, (1992) 60 (2) : 465 teste chez rhomme, piusieurs 

modes d'immunisation en vue d'induire une reponse IgA a I'encontre de Salmonella 
typhi. Les voies orale et sous-cutanee sent utilisees conrnie suit : orale ; orale/orale ; 
orale/sous-cutanee ; et sous-cutanee/orale. Les auteurs montrent qu'une premiere 
injection parenterale suivie quelques jours apres par une deuxieme dose absorbee par 

10 voie orale ne favorise pas la reponse IgA. Par contre, Tabsorplion du vaccin par voie 
orale, repetee une fois, dorme de bons resultats. 

Hartman et a!. Infect. Immun. (1994) 62 (2) : 412 decrit piusieurs protocoles 
d'immunisation a I'encontre de Shigella. En particulier, I'un d'entre eux comprend une 
15 premiere injection par voie intraperitoneale ou sous-cutanee suivie d'un rappel par 
voie oculaire. Ce protocole est teste dans le modele cobaye de la keratoconjomivite. 
Les auteurs montrent que chez les animaux naifs. Timmunisation par voie mucosale 
est necessaire a I'induction d'une protection. La double immunisation parenterale ei 
mucosale augmente le niveau de protection. 

20 

Nedrud et al, J, Immunol. (1987) 139 : 3484 decrit une methode 
d'immunisation a I'encontre des infections a virus Sendai (infections du naso-phar\'nx 
pouvant eventuellement evoluer en bronchite et pneumonic). Le site effecteur au 
niveau duquel la reponse immunitaire pourrait etre recherchee par la mise en oeuvre 

25 de ceiie methode, est done Tensemble du tractus respiratoire. La methode de Nedrud 
ct al comprend deux etapes majeures : une primo-immunisaiion par voie orale 
(iniragastrique) et un rappel par voie nasale, De maniere generale. on considere que 
la voie orale (iniragastrique) n'esi pas la voie opiimale qui perniettrait a un agent 
inducieur (ici le virus Sendai) d'atteindre un des sites inducteurs d'une reponse 

30 immunitaire au niveau du tractus respiratoire. 

II a maintenant ete trouve qu'une reponse immunitaire en un site mucosal 
quelconque et a i'encontre d'un antigene quelconque. pouvait etre grandement 
favorisee en mettant en oeuvre un protocole d'immunisation associant piusieurs 
35 voies. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une composition 
pharmaceutique destinee a induire chez un mammifere hote, une reponse immunitaire 
protectrice a Tenconlre d'un antigene, au niveau d'un site mucosal effecteur, qui 
40 comprend au moins deux produits identiques ou differems conienanl chacun un agent 
inducteur de la reponse immunitaire selectionne parmi I'antigene et a condition que 
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i'antig^ne soit de nature proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer 
I'antigene, pour une administration concomitante ou consecutive ; I'un des produits 
etant formule de maniere a etre administre par voie naso-buccale afin que I'agent 
inducteur soit cible vers le ou les site{s) inducteur(s) d'une reponse immunitaire au 
niveau du naso-oro-pharynx ou des giandes salivaires, I'autre produit etant formule de 
maniere a etre administre par une voie mucosale appropriee autre que la voie nasale, 
afm que I'agent inducteur soit cible vers le ou les siie(s) inducteur(s) d'une reponse 
immunitaire au niveau du site effecteur ou la reponse immunitaire est recherchee. 

De maniere optionnelle, la composition pharmaceutique selon I'invention 
comprend un iroisieme produit, identique ou different aux deux premiers, qui 
contiem un agent inducteur de la reponse immunitaire, selectionne parmi I'aniigene et 
a condition que I'amigene soit de nature proteique, une cassette d'expression capable 
d'exprimer I'antigene el qui est fomiule pour etre administre par voie systemique. de 
preference avant les deux premiers produits deja cites. 



En d'autres temes, I'invention a pour objet un kit pour induire chez un 
mammifere hote, une reponse immunitaire mucosale a I'encontre d'un aniigene, au 
niveau d'un site effecteur, qui comprend : 

(0 maniere optionnelle. un premier agent inducteur de la reponse 

immunitaire selectionne parmi i'antigene et. a condition que Paniigene soit de nature 
proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer I'aniigene. un fragment 
d'ADN ou d'ARN codant pour I'antigene : et 

(") deuxieme et un troisieme agents inducteurs de la reponse 

immunitaire selectionne parmi I'amigene et. a condition que I'antigene soit de nature 
proteique. une cassette d'expression capable d'exprimer I'antigene. un fragmem 
d'ADN ou d'ARN codant pour I'antigene ; avec 



(a) de maniere optionnelle, des instructions pour Tadministration par voie 
systemique. du premier agent inducteur. 



(b) des instructions pour radmintstration par voie naso-buccale du 
deuxieme agent inducteur, 
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5 (c) des instructions pour ['administration du troisieme agent inducteur par 

une voie mucosale appropriee autre que la voie nasaie, afin que I'antigene soil cible 
vers le ou les site(s) inducteur(s) de la reponse immunitaire au niveau du site 
effecteur ou la reponse immunitaire est recherchee, et 

J 0 (d) des instructions pour Tadministration concomitante ou consecutive des 

premier, deuxieme et troisieme agents inducteurs. 

L'invention conceme egalement une methode pour induire chez un mammifere 
hole, une reponse immunitaire a Tencontre d'un antigene. au niveau d'un site effecteur 
1 5 mucosal, selon laquelle, dans un ordre quelconque : 

(i) on administre de maniere optionnelie au mammifere hote, un premier 
acent inducteur de la reponse immunitaire selectionne parmi I'antigene et, a condition 
que I'anligene soit de nature proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer 

20 I'amigene, un fragment d'ADN ou d'ARN codam pour I'antigene, par voie 
systemique ; 

(ii) on administre au mammifere hote. un deuxieme agent inducteur de la 
reponse immunitaire selectionne parmi I'antigene et. a condition que Tamigene soit de 

25 nature proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer Taniigene. un fragment 
d'ADN ou d'ARN codant pour I'antigene, par voie nasale el / ou buccale (naso- 
buccale) ; et 

(iii) on administre au mammifere hote, un troisieme agent inducteur de la 
30 reponse immunitaire selectionne parmi I'amigene et, a condition que I'amigene soit de 

nature proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer I'amigene. un fragment 
d'ADN ou d'ARN codant pour I'antigene, par la voie mucosale appropriee autre que 
la voie nasale afm que I'antigene soit cible vers le ou les site(5) inducteur(s) de la 
reponse immunitaire au niveau du site effecteur ou la reponse immunitaire est 
35 recherchee. 

L'adminislraiion du premier agent inducteur peut etre mise en oeuvre 
avantageusemem en dose unique, par injection systemique, telle qu'une injection 
inira-veineuse, intra-musculaire, imra-dermiquc ou sous-cutanee. Le choix du site et 
40 de la voie d'injection dependra notamment des ganglions lymphatiques que Ton 
souhaiie cibler. On indique que si on veut par exemple cibler les ganglions 
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5 coeliaques, il est preferable d'effectuer I'injection dans la region dorso-lombaire en 
utilisant la voie intramusculaire (plutot que la voie sous-cutanee). De maniere 
preferee, cet agent inducteur doit se trouver sous forme particulaire. L'agent inducteur 
est avantageusement complemente par un adjuvant, soit par precipitation, soit par 
adsorption. L'adjuvant peut etre n'importe quel adjuvant classique de type phosphate 

10 ou hydroxide d'aluminium, phosphate de calcium, ou encore un adjuvant tel que le 
poiyphosphazene. Ce peut etre aussi un adjuvant de type liposome, microsphere, 
ISCOM ou virus-like-particules (VLPs) ; ces demiers etant d'un usage 
particuHerement avantageux lorsque Ton veutcibler les ganglions qui draine la region 
uro-genitale. Tous ces adjuvants sont ^ la portee de I'homme de I'art. Le dosage 

15 appropri^ varie en fonction de certains parametres, par exemple de I'individu traite ou 
de la nature de l'agent inducteur. A toutes fins utiles, on indique qu'une dose d'un 
antigene peut varier de 5 a 100 jig, de preference de 25 a 50 pg. 

Par "voie naso-buccaie", on entend aux fins de la presente invention, la voie qui 
20 permet a un immunogene d'atteindre essentiellement I'anneau de Waldeyer ou son 
equivalent le NALT, chez des especes autres que Tespece humaine. On precise que la 
voie naso-buccale (ou buccale) ne doit pas etre confondue avec ce qui est 
communement appele "voie orale" et qui devrait etre plus justement denommee "voie 
intragastrique". 

25 

La voie orale, y compris la voie intragastrique, doit permettre a l'agent 
inducteur (antigene) d'atteindre majoritairement les niuqueuses des parties basses 
(tube digestif et principalement Tintestin greie et les plaques de Peyer), tandis que la 
voie buccale vehicule Tagent inducteur essentiellement vers les muqueuses des 
30 parties hautes. Le site d'entree de la voie buccale et celui de la voie orale peuvent etre 
les memes ; dans ce cas la it s'agit de la bouche. Neanmoins les trajectoires sont 
essentiellement difFerentes. 

La meme remarque s'applique lorsqu'il s'agit de la voie pulmonaire qui pemiei 
35 a l'agent inducteur d'atteindre les niuqueuses des parties medianes (bronches). 

En vue d'optimiser la reponse immunitaire que Ton recherche, la formulation de 
I'immunogene a aussi son importance. D'unc maniere generale, il a deja eie montrc 
qu'un antigene particulaire etaii plus efficace dans Tinduction d*une reponse 
40 immunitaire mucosale, qu'un antigene soluble. 
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5 La voie qui sera suivie par I'agent inducieur au depart d'un site d'entree 

identique depend de plusieurs facteurs ; entre autres, de la nature et de la taille des 
particules sous lesqueiles I'agent inducteur sera mis en forme, et de I'appareil» 
avantageusement spray ou aerosol, qui est utilise pour propulser les particules, en 
particulier de sa forme, de son jet directionnel, et de la vitesse de propulsion. 

10 

Pour ce qui conceme la nature des particules, un grand choix est a la 
disposition de Thomme du metier ; ce choix, bien que non-limitatif se repartit 
avantageusement en deux groupes : les liposomes et les microspheres: Les methodes 
de preparation de ces particules sont conventionnelles et il est a la portee de rhomme 
15 de I'art d'en selectionner une selon ses besoins propres et de determiner la taille des 
particules qui doit etre appropriee pour que I'agent inducteur soit vehicule selon la 
voie qui aura ete reienue, et reparti de maniere optimale au niveau de la muqueuse 
ciblee. 

20 Ainsi, on propose un diametre particulaire inferieur a 10 \xm, pour 

administration par voie nasale ou buccale ; pour administration par voie pulmonaire, 
un diametre de 0,05 a 10 |im, de preference de 0,05 a 5 \xn\ ; pour administration par 
voie orale, un diametre de 0,05 a 10 pm, de preference de 0,05 a 5 ^m. 

25 Les sites effecteurs principaux au niveau desquels une reponse immunitaire 

peui etre recherchee sont I'appareil respiratoire (bronches. naso-phar)'nx. poumons), 
reslomac. I'intestin et I'appareil uro-genital. Lorsqu'il s'agit de I'appareil respiratoire. 
le troisieme agent inducteur sera avantageusement fomiule pour etre administre par 
voie pulmonaire (e.g. liposomes, microspheres, ... etc.). Lorsqu'il s'agit de Testomac 

30 ou de I'intestin, le troisieme agent inducteur sera avantageusement formule pour etre 
administre par voie orale, y compris la voie intragasirique (e.g. en presence d'une 
protection enierique. telle que liposomes, microspheres, bicarbonate ou capsule de 
gelatine). Lorsqu'il s'agit de I'intestin ou de I'appareil uro-genilaL le troisieme agent 
inducteur sera avantageusement fomiule pour etre administre par voie uro-genitale. 

35 par exemple sous forme de capsule vaginale ou par voie rectale. par exemple sous 
forme de suppositoire. 

Le deuxieme ou troisieme agent inducteur peut etre en outre complemente par 
un adjuvant autre que les liposomes ou les microspheres, et depour\'u de toxicite 
40 autre que les sous-unites non-loxiques ou les formes detoxifiees des toxines 
bacieriennes. 
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Selon un mode de realisation prefere, on utilise pour adjuvant du deuxieme ou 
du troisieme agent inducteur, le lipopolysaccharide majeur (MPLA : major 
lipopolysaccharide antigen) d'une bact^rie, par exempie d'£. coli, de Salmonella 
5 minnesota. Salmonella typhimurium on Shigella flexneri. 

En effet, on a maintenant trouve que ce type de compose avait de bonne 
proprietes adjuvantes iorsqu'il s'agissait d'immuniser par voie mucosale. 

10 • C'est pourquoi un autre aspect de Tinvention porte sur Tutilisation du MPLA a 
titre d'adjuvant mucosal pour la preparation d'une composition (i) contenant un 
antigene ou, a condition que Tantigene soil de nature proteique, une cassette 
d'expression capable d'exprimer i'antigene, un fragment d'ADN ou d'ARN codant 
pour I'antigene, (ii) destinee a ('induction d'une reponse immunitaire mucosale a 

1 5 rencontre de I'antigene et (iii) destinee a etre administree par voie mucosale. 

A titre indicatif, on mentionne que le deuxieme ou troisieme agent inducteur, 
Iorsqu'il s'agit d'un antigene, pent etre administre a raison de 100 |ag a 1 mg la dose. 

20 Selon un mode prefere, le premier agent inducteur (voie systemique), quand 

administre, est administre en primo-injection en laissant courir un delai de 7 a 45 
jours» de preference de 20 a 30 jours avant le premier rappel (administration du 
deuxieme ou du troisieme agent inducteur). 

25 Selon un mode altematif, le premier agent inducteur pent etre aussi administre 

en meme temps que le deuxieme ou troisieme agent inducteur. 

Le deuxieme et troisieme agents inducteurs peuvent etre administres de 
maniere concomitante ou consecutive. Lorsqu'administres de maniere etalee dans le 
30 temps, ils le sont avantageusement de 7 a 45 jours, de preference a 28 jours 
d'intervalle. 

Si necessaire. on pent aussi envisager d'adminislrer le premier et !e deuxieme 
agents inducteurs simultanemenl (c'est-a-dire approximativement le meme jour) et de 
35 repeler unc fois cette operation a plusieurs jours d'intervalle. 
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5 Le choix de chacun des trois agents inducteurs s'effectue de maniere 

independante les uns des autres. Avantageusemenl au moins un des trois devra etre 
I'antigene. Assez communemem, ces trois agents inducteurs peuvent etre les memes 
et dans ce cas la, il s'agira avantageusemenl de I'antigene. 

10 En alternative a un antigene de nature proteique, on peut aussi utiliser (i) soit 

un vecteur vaccinal e.g. type poxvirus ou adenovirus comportant un fragment d'ADN 
codani pour cet antigene et place sous le controle d'un promoteur approprie, (ii) soit 
ce fragment d'ADN tel quel (non-vectorise), mis sous forme plasmidique ou non (de 
preference le fragment d'ADN sera insere dans un plasmide plutot que de rester en 

15 I'etat de simple unite de transcription), presente en formulation liposomale (anionique 
ou cationique) ou non, (iii) ou encore le fragment d'ARN correspondant. Ces 
opponunites ont deja ete decrites dans la litterature. 

Afm de mettre en oeuvre Tune quelconque des differentes possibilites evoquees 
20 au paragraphe precedent, on utilise un promoteur capable d'induire dans des cellules 
de mammiferes, I'expression du fragment d'ADN codant pour i'antigene. Pour ce que 
Ton appelle communement les vaccins a base d'ADN (pour se diflereniier des vaccins 
a base de vecteurs viraux). le promoteur precoce du cxlomegalovirus humain 
(hCMV) est un promoteur de choix. Pour ce type de vaccination, on utilisera de 
25 preference, un plasmide incapable de se repliquer chez les mammiferes. Un tel 
plasmide se doit aussi d'etre esseniiellemeni non-integratif 

Selon un mode de realisation prefere, I'antigene d'une bactcrie pathogene pour 
ie mammif&re-hote est un antigene d'//. pylori, par e.vemple la forme apoenzymatique 
30 de I'urease d*//. pylori ou Tune des sous-unites ureA ou ureB de cette meme urease. 

De maniere a la fois plus generale en ce qui concerne la methode 
d'mmunisation et plus ciblee en ce qui concerne rantigene. on precise que Tinvention 
a aussi pour objet I'utilisaiion d un fragment d'ADN codant pour un antigene d'//. 
35 pylori, dans la fabrication d'une composition destinee a prevenir ou traiter une 
infection a H. pylori el destinee a etre administree par voie nasale ou naso-buccale. A 
cette fin, le fragment d'ADN utilise a tilre d'agent vaccinal, repond aux criteres 
enonces ci-dessus. 



40 



11 a ele aussi trouve que pour induire une reponse tmmunitaire mucosale a 
rencontre d'un organisme pathogene infectant I'estomac ou I'intestin, ii ne seraii pas 
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indispensable d'administrer un immunogene au niveau de I'un de ces sites, mais qu'il 
pounait suffire de I'administrer par la voie haute c'est-a-dire par voie naso-buccale, 
eventuellement en y associant une voie systemique. 

C'est pourquoi, sous un autre aspect, I'invention conceme une composition 
destmee a induire chez un manunifere hote, une reponse immunitaire a I'encontre 
d'un anngtee, au niveau de I'es.omac ou de I'intestin. qui comprend un agent 
mducteur de la reponse immunitaire, s61ectionne parnii I'antigene et. a condition que 
rantigene soit de nature proteique, une cassette d'expression capable d'exprimer 
1'ant.gene, un fragment d'ADN ou d'ARN codant pour I'antigene, I'agent inducteur 
etant formule de maniere a etre administre par la voie naso-buccale. 

Sous ce meme aspect, i'invention porte egalement sur I'utilisation d'un produit 
selectionne parmi un antigene et, 4 condition que I'antigene soit de nature proteique 
une cassene d'expression capable d'exprimer I'antigene, un fragment d'ADN ou 
d'ARN codant pour I'antigene, pour la preparation d'une composition destinee a 
mduire chez un mammifSre hote, une reponse immunitaire a I'encontre du produit, au 
niveau de I'estomac ou de I'intestin, et destinee a etre administree par la voie naso- 
buccale. 

Une telle composition, lorsqu'elle comprend un antigene d'un orcanisme 
pathogene infectant la muqueuse stomacale ou inies.inale. est notamment utile en ce 
qu'elle protege le mammiftre hote conire I'infeciion en question, notamment e>, 
offraiit une protection de longue duree. en mettant en jeu des lymphocytes T et B a 
niemoire. II peut s'agir des infections a H. pylon, a / '. cholerac. a Shigella Jlcxneri, 
Shigella sonnei. Salmonella enteritis, Clostridium difficile. Yersinia enierocolitica, 
E. coli emeroxigenes et em^ropathogenes. Pour ce qui conceme I'antigene, ce dernier 
peut etre I'agent pathogene lul-meme sous fomie tuee. lysee ou attenuee, ou bien des 
composants antigeniques de ce pathogene. tel qu'un polysaccharide capsulaire, ou des 
antigenes de membrane, sous forme purifiee, ou un polypeptide caracterisiique de ce 
pathogene, soit directement purifle a partlr du pathogene. soit obtenu par les 
techniques de I'ADN recombinant. 



Par exemple, lorsqu'il s'agit d'une composition destinee a prevenir les infections 
35 a H. pylori, un antigene de choix peut etre I'apoenzyme de I'urease, composee des 
sous-unites A et B dont les fragments d'ADN coirespondants sont decrits dans eg 
Labigne et al. J. Bact. (1991) 173 (6) : 1920. ou bien I'une des sous-unites de 
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5 rapoenzyme, ou bien la cytotoxine (W093/1 8 1 50) ou bien encore des proteines de la 
famine des adhesines (proteines capables de se lier aux recepteurs des cellules hote et 
se faisant, capables de medier I'accrochage du pathogene aux cellules hote et d'initier 
le processus infectieux) ou des proteines regulees par le fer. 

10 Dans le cas d'un vaccin anti-cholera, un antigene de choix peut etre la sous- 

unite B de la toxine cholerique, comme deja decrit dans la litterature. 

L'invention est illustree ci apres par reference aux figures 1 a 5. 

1 5 La Figure 1 presente I'analyse par Elispot de la reponse immunitaire induiie par 

administration de sous-unite B de la toxine cholerique (CTB), dans les glandes 
salivaires (lA) et dans I'estomac (IB). Les resultats concement trois proiocoles 
d'immunisation : sous-cutanee / orale (Sc O) ; sous-cutanee / nasale (Sc N) : et sous- 
cutanee / orale + nasale (Sc O + N). Par "orale" on entend bien sur "intragastrique". 

20 Les hachures foncees sur fond clair correspondent a la reponse IgA. Les hachures 
Claires sur fond fonce correspondent a la reponse lgG2a. La reponse dans Testomac 
est presentee en nombre de souris repondeuses sur un lot de 5 souris : le nombre de 
spots par million de cellules est de I'ordre de 9. 

La Figure 2 presente I'analyse par Elispot de la reponse immunitaire induiie 
dans les alandes salivaires (2A) et dans resiomac (2B) par administration selon le 
protocole'sous-cutanee / sous-cutanee + orale + nasale (Sc / Sc + O + N). de la CTB. 
Par "orale" on emend bien sur "intragastrique". Les hachures foncees sur fond cla.r 
conespondent a la reponse IgA. Les hachures claires sur fond fonce correspondent a 
la reponse IaG2a. La reponse dans I'estomac est presentee en nombre de souns 
repondeuses sur un lot de 5 souris ; le nombre de spots par million de cellules est de 
I'ordre de 8.2. 

La Ficure 3 presente I'analyse par Elispot de la reponse immunitaire induiie 
dans les alandes salivaires (3A) et dans I'estomac (3B). par administration de I'urease 
Jack Bean selon le protocole sous-cutanee (alum) / orale + nasale (liposome). Par 
■ orale" on emend bien sur "intragastrique". Les hachures foncees sur fond cla.r 
correspondent a la reponse IgA. Les hachures claires sur fond fonce correspondent a 
la reponse lgG2a. La reponse dans I'estomac est presentee en nombre de sour.s 
40 repondeuses sur un lot de 5 souris ; le nombre de spots par million de cellules est de 
I'ordre de 620. 
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La Figure 4 presente i'anaiyse par Elispot de la reponse immunitaire induite 
dans les glandes salivaires (4A) et dans Testomac (4B) par administration de Turease 
Jack Bean selon le protocole sous-cutanee (liposomes) / orale + nasale (liposomes) 
Par "orale" on entend bien sur "intragastrique". Les hachures foncees sur fond clair 
correspondent a la reponse IgA. Les hachures claires sur fond fonce correspondent a 
la reponse IgG2a. La reponse dans I'estomac est presentee en nombre de souris 
repondeuses sur un lot de 5 souris ; le nombre de spots par million de cellules est de 
I'ordre de 1 5. 

La Figure 5 presente le plasmide pT08665, u.ilise pour produire I'apoenzyme 
de I'urease d'H. pylori. 

La Figure 6 presente le plasmide pCMC/Ela dans lequel le fragment HinDlW 
(1) - SacW (754) contient le promoteur hCMV. le fragment Xhol (771) - Sma\ (2104) 
contient PORF Ela, et le fragment Sma\ (2104) - £coRI (2810) contient i'extremite 3' 
BGH et le fragment EcoKl (2810) - //mDIII (I) coirespond au squelette pUCI9. 

La Figure 7 presente le plasmide pCB-1 1. 

La Figure 8 presente le plasmide pCB-ureB dans lequel I'ORF ureB va du 
nucleotide 777 au nucleotide 2487. 

La figure 9 indique sous forme de diagramme. les titres en anticorps anti-urease 
releves chez des souris Balb/c immunisees avec le plasmide pCB-ureB. Les courbes 
en plein presente les titres en IgG et les courbes en poiniilles. les titres en IgA. ■ 
correspond a une immunisation par voie intrana.sale repetee trois fois (JO, "Jl et 42 • 
plasmide seul ou plasmide + liposomes), ♦ correspond a une primo-immunisation 
par vote nitramusculaire (plasmide seul). suiv'ie par deux rappels a J21 et 42 par voie 
intranasale (plasmide + liposomes). • correspond a une primo-immunisation par voie 
intradermique (plasmide seul). suivie par deux rappels a J2I et 42 par voie 
intranasale (plasmide + liposomes). 



La Figure 10 presente sous forme de diagramme. la densite optique du milieu 
stomacal des souris. apres immunisation eventuelle avec rapoenzyme de I'urease dW. 
40 pylori ei epreuve. Premiere colonne : souris non-infectees : deuxieme colonne : 
souris ayant re? ues des liposomes vides. par primo-immunization sous-cutanee suivie 
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de deux rappels par voies (nasale + intragastrique) ; troisieme colonne : souris ayant 
revues des liposomes avec urease, par primo-immunizaiion sous-cutanee suivie de 
deux rappels par voies (nasale + intragastrique) ; quatrieme colonne : souris ayant 
revues des liposomes avec urease, par administration repetee trois fois par voies 
(nasale + intragastrique). Dans tous les cas, il s'agit de liposomes DC-ChoI. 
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Exemple 1 ; Induction d'unc reponse immunhaire mucosale a Tencontre de la 
sous-unite B de la toxine cholerique (CTB) 

i*A. Preparation des compositions immunisantes 

l.A. a) Pour administration par voie sous-cutanec 

1 nl d'une preparation de CTB purifiee et concentree a 10 mg/ml (soit 10 
\ig de CTB) est melangee a 100 ^1 d'une preparation d'hydroxyde 
d'aluminium a 1 % . On dilue en tampon PBS pour obtenir un volume 
final de 500 |iL Ceci constitue une dose indivtduelle. 

l.A. b) Pour administration par voie orale (intragastrique) 

Un volume de billes de latex de 3 (Polysciences cat 17 34) est 
preleve puis lave 3 fois en tampon PBS (centrifugation LOOO trs/min. 
pendant irois minutes). Les billes sont ensuite melangees a une 
preparation de CTB purifiee et concentree a 10 mg/ml afm d'obtenir une 
preparation dans laquelle la CTB est diluee au 1/20 (soit a une 
concentration fmale de 0.5 mg/ml). Ceite preparation est placee pendant 

2 hrs sous agitation. 

La preparation est ensuite diluee au 1/25 avec du tampon carbonate 200 
l.A. c) Pour administration par voie nasalc 

Une preparation de CTB coatee sur billes de latex est obtenue comme 
decrit dans la section l.A. b) a I'exception de la dilution finale en tampon 
carbonate. 

La preparation est ensuite diluee en tampon PBS scion les besoins. 

1.1. d) Pour administration par voie oralc + nasale 

L'administration est realisee par la conjonction des administrations orale 
et nasale telles que decrites en l.A. b) et 1 .A. c). 
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l.B. Protocole d'immunisation 

Trois protocoles d'immunisation sont compares. I! s'agit de : 

10 1) sous-cutanee / orale (intragastrique) 

2) sous-cuianee / nasal e 

3) sous-cutanee / orale (intragastrique) + nasale 

Des souris balbC re^oivent par voie sous-cutanee, 10 |ig de CTB adjuve 
15 par de I'alum comme decrit dans la section 1 .A. a), sous un volume de 500 fil. 

Des souris consiituees en lot temoin recoivent en sous-cutanee 500 ^tl de 

PBS. 

20 28 jours apres I'injection sous-cutanee, les souris de I'essai sont reparties 

en 3 groupes. 

Les souris du premier groupe recoivent en intragastrique, par 
rintermediaire d'une canule couplee a une seringue de 1 mi, 10 fig de CTB 
25 coates sur billes de latex comme decrit dans la section I. A. b) sous un volume 

de 500 |al. Des souris issues du lot temoin re(;oivem 500 \x\ de tampon 
carbonate, par la meme voie. 

Les souris du deuxieme groupe recoivent par voie nasale 10 ^g de CTB 
30 coates sur billes de latex comme decrit dans la section l.A. c) sous un volume 

de 20 |il. Ces 20 ^il sont deposes goutte a goutte sur les narines. Des souris 
issues du lot temoin recoivent 20 ^1 de PBS. par la meme voie. 

Les souris du troisieme groupe recoivent simultanement 10 de CTB 
35 par voie orale (intragastrique) et 10 ^g de CTB par voie nasale. La preparation 

de CTB coatee sur billes de latex est obtenue comme decrit dans la section 1 .A. 
d). Des souris sont constituees en temoins. 

15 jours apres le rappel, I'estomac et les glandes salivaires des souris sont 
40 preleves ; les cellules sont extraites selon le protocole decrit dans Mega et al, J. 

of Immunology (1992) J48 : 2030 et la reponse IgA est analysee en Elispot 
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selon la methode decrite dans Czerkinsky et al, In Theoretical and Technical 
aspects of ELISA and other Solid Phase Immuno Assays (DM. Kenneny ans S. 
J. Chalacombe Eds) : 217-239. John Willy & Sons, Chichester, NY 

Les resultats sont presentes dans la Figure 1 et commentes comme suit : 

Le protocole sous-cutane / orale (intragastrique) se revele incapable 
d'induire une reponse immuniiaire mucosale importante tandis qu'une telle 
reponse est observee dans le cas des protocoles sous-cutanee / nasale et sous- 
cutanee / orale (intragastrique) + nasale. 

Ce dernier protocole se revele etre le meilleur dans la mesure ou une 
bonne reponse locale representee par les IgA, est obtenue tant dans les glandes 
salivaires que dans Testomac. 

20 I.e. Protocole d'immunisation sunplementaire 

Des souris ayant re^u une injection sous-cutanee de CTB comme decrit 
dans la section I.B., re^oivent 28 jours apres. en simultane : 

25 - 40 pg de CTB telle que preparee dans la section 1 .A. d) par voie orale 

(intragastrique), sous un volume de 500 pi. 

10 pg de CTB telle que preparee dans la section l.A. d), par voie nasale, 
sous un volume de 20 pi. 

30 

10 pg de CTB telle que preparee dans la section l.A. a), par voie sous- 
cutanee, sous un volume de 300 pi. 

15 jours apres le rappel, I'estomac et les glandes salivaires des souris sont 
35 preleves ; les cellules sont extraites et la reponse IgA est analysee en Elispoi. 

Les resultats sont presentes dans la Figure 2. On obtient une bonne 
reponse immunitaire de type IgA (5/5 souris repondent), marqueur d'une 
reponse immunitaire locale au niveau des muqueuscs. 



40 
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^ Exempie 2 : Induction d'une reponse immunitaire mucosale a I'encontre de 
I'urease Jack Bean. 

2.A. Preparation des compositions immunisantes 

10 2.A. a) urease adjuvee en alum. 

5 [il d'une preparation urease Jack Bean (Boehringer ; ref. 737 348) 
concentre a 4 mg/ml en tampon PBS sont melanges a 100 ^1 d'une 
preparation d'hydroxyde d'aluminium a 1 %. On dilue en tampon PBS 
15 pour obtenir un volume final de 500 ^il contenant 20 [ig urease. Ceci 

constitue une dose individuelle. 

2.A. b) urease en liposomes 

20 Trois techniques sont utilisees comme suit : 

1 . Injection d'ethanol 

16,4 mg d'un melange lipidique compose de Cholesterol (Sigma), de 
25 Dipalniitoylphosphatidyicholine fNattermann Phospholipids) et de sel de 

sodium du Dimyristoylphosphatidylglycerol dans des proportions 
molaires de 5:4:1 sont dissous dans 50 pi d'eihanol absolu. La solution 
est injectee par i'intermediaire d'une seringue Hamilton dans 2 ml d'une 
solution aqueuse contenant 4 mg/ml d'urease Jack Bean, eventuellement 
30 tamponnee par du tampon PBS diiue au 1/10. La preparation est 

maintenue a 45 * C, sous agitation. 

Au contact de I'eau les lipides s'organiseni spontanement sous forme de 
liposomes (majoritairentent unilamellaires de taille moyenne 50-100 nm) 
35 en piegeant un certain volume de la solution d'urease. 

Ces liposomes sont purifies (isoles de I'exces d'urease libre) par gel 
filtration sur une colonne de Sepharose CL-4B (Pharmacia). Le laux 
d'encapsulation de I'urease mesure a I'aide d'urease marquee a I'iode 125 
40 (technique Enzymobeads'^''\ Biorad). varie de 3 a 6 %. Si necessaire, la 
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5 suspension liposomale est concentree par ultrafiltration dans une cellule 

NovacelF'^ (Fiitron) possedant une limite d'exclusion de 10 kD. 

2. Extrusion 

10 16,4 mg d'un melange lipidique compose de Cholesterol (Sigma), de 

Dipalmitoylphosphatidylcholine (Nattermann Phospholipids) et de sel de 
sodium du Dimyristoylphosphatidylglycerol dans des proportions 
molaires de 5:4:1 sont dissous dans 4 ml de chloroforme dans un ballon 
Pyrex de 25 ml. La solution est evaporee (Rotavapor Buchi) pour former 

15 un fm film lipidique sur les parois du ballon. Le film lipidique est seche 

sous vide pousse pendant 2 heures, puis repris avec 2 ml d'eau contenant 
8 mg d'urease de Jack Bean. Apres 4 heures d'agiiation a 45 ° C la 
suspension est extrudee (Extruder^^^, Lipex Biomembranes Inc., 
Vancouver) 5 fois a travers 2 membranes superposees en polycarbonate 

20 de porosite 400 nm (Nucleopore*^-^, Costar) pour former une population 

homogene de liposomes majoritairement unilamellaires d'environ 400 nm 
de diametre et contenant I'urease. Ces liposomes sont purifies (isoles de 
I'exces d'urease libre) par gel filtration sur une colonne de Sepharose CL- 
4B, Pharmacia). Le taux d'encapsulation de ('urease, mesure a Taide 

25 d'urease marquee a I'iode 125 (technique de marquage Enzymobeads^''*, 

Biorad), varie de 5 a 10 %. Si necessaire. la suspension liposomale est 
concentree par ultrafiltration dans une cellule NovacelP^' (Fiitron) 
possedant une limite d'exclusion de 10 kD. 

30 3. Methode microfluidiseur 

82 mg d'un melange lipidique compose de Cholesterol, de 
Dipalmitoylphosphatidylcholine et de sel de sodium du 
Dimyristoylphosphatidylglycerol dans des proportions molaires de 5:4:1, 

35 obtenu par lyophilisaiion d'une solution ethanolique (D3F - France) sont 

repris avec 10 ml de tampon Hepes 10 mM, 150 mM NaCl, pH 7, 4 
contenant 3,6 mg/ml de la forme apoenzymatique recombinante de 
I'urease de H. pylori. Apres 4 heures d'agitations a 45 °C, la suspension 
est micorfluidisee par 5 passages a 500 kPa dans un microfiuidiseur 

40 MHOS (Microfluidics Co.) pour fomier une population homogene de 

liposomes majoritairement unilamellaire d'en\ iron 100 nm de diametre et 
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5 contenant I'urease. Ces liposomes sont purifies par gel filtration (Colonne 

de Sepharose CL-4B, Pharmacia). Le taux d'encapsulation de I'urease^ 
mesure par dosage de proteine a Taide du kit Micro BCA (Pierce) est de 
14,5 %. Si necessaire, la suspension liposomale est concentree par 
ultrafiltration dans une cellule Novacell (Filtron) possedant une limite 
10 d'exclusion de 10 kD. 

2.A. c) urease en liposomes, adjuve par du MPLA 

Lorsque Ton prepare des liposomes, du MPLA (Extrait d'£. coli ; Sigma) 
15 peut etre ajoute au melange lipidique, dans la proportion de 1,2 ou 5 % 

par rapport a la masse de lipide. 

2.B. Protocolc d'immunisation 

20 Deux protocoles d'immunisation sont testes. II s'agit de : 

1) sous-cutanee (alum) / [oraie (intragastrique) + nasale] (liposomes) 

2) sous-cutanee (liposomes) / [orale (intragastrique) + nasale] 
25 (liposomes) 

Des souris OFl resolvent par voie sous-cutanee : 

sott 20 p.g urease adjuvee par de I'alum comme decrii dans la 
30 section 2.A. a) sous une volume final de 500 \x\, 

soit 20 pg urease en preparation liposomale telle que obtenue dans 
la section 2.A. b) sous un volume de 500 ^il. 

35 28 jours apres I'injection sous-cutanee, les souris re<?oivent en simultane : 

par voie orale, (intragastrique), 20 urease en preparation 
liposomale telle que obtenue dans la section 2.A. b), sous un 
volume de 500 pi ; et 

40 
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5 - par voie nasale, 20 jig urease en preparation liposomale telle que 

obtenue dans la section 2. A. b), sous un volume de 50 ^1. 
15 jours apres le rappel, restomac et les giandes salivaires des souris sont 
preleves ; les cellules sont extraites selon le protocole decrit dans le preambule 
aux exemples et la reponse IgA est analysee en Elispot selon la methode decrite 
10 dans le preanribule. 

Les resultats sont presentes dans les Figures 3 et 4. La Figure 3 montre 
que, dans le cas du protocole sous-cutanee (alum) / [orale (intragastrique) + 
nasale] (liposomes), la reponse IgA dans les giandes salivaires (3a), bien que 
15 faible, est majoritaire. tandis que pour ce qui est de I'estomac (3b), 3 souris sur 

5 repondent a I'lmmunisation avec un nombre eleve de spots. 

La Figure 4 montre que, dans le cas du protocole sous-cutanee 
(liposomes) / [orale + nasale] (liposomes), la reponse est tres bonne dans les 
20 giandes salivaires (4a) tandis qu'elle est faible dans Testomac (4b). Ceci 

suggere qu'outre le protocole utilise, la formulation de I'aniigene a son 
importance. 

25 Excmple 3 : Kit de vaccination centre les infections a f/. pylori 

Dans un kit, sont reunies trois preparations contenanl Tapoenzyme de urease d' 
H. pylori, fomtulees chacune de maniere differente, selon le mode d'adminisiration 
envisage. 

30 

3,A. Preparation de rapoenzyme 

A partir d'un des plasmides decrits dans Labigne et al (supra) (pILL9l4), 
on genere par PCR, a I'aide des amorces OTG5973 et OTG5974. un fragment 
35 codanl pour la partie N-terminale d'UreA (jusqu'au site HindlU interne) ec 

contenant un site BspHl au niveau du codon d'initiaiion de la traduction de 
UreA. 

DspHl 

40 OTG5973 : CCCAAA TC ATG AA /^. CTC ACC CCA AAA GAG TTA 

Met Lys Leu Thr Pro Lys Glu Leu 
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5 GAT AAG TTG 

Asp Lys Leu 

Hindill 

OTG 5974 : GCTTCTACATAGTT AAGCTT AATGCCTT 

10 

Le fragment genere par PCR est digere par BspHl et HindUl et insere 
simultanement avec le fragment Hindlll de 2.35 kb de pILL914 porteur de la 
partie 3' de ureA et de ureB, dans le vecteur pTG3704 digere par Ncol et 
HindllV, pour donner le plasmide pTG8665 tel que montre dans la Figure 5. Ce 
15 plasmide porte les genes ureA et ureB fiisionnes au promoteur araB. Le vecteur 

pTG3704 est decrit dans la demande de brevet europeen EPA 584 266 publiee 
le 9 Mars 1994. Ce vecteur derive du plasmide paral3 (Cagnon et al, Prot. Eng. 
(1991) 4 : 843), par destruction du site Sphl par iraiiement a la polymerase 
Klenow. 

20 

On transforme la souche d'£ coli Xac-I G^ormandy et al, PNAS (1986) 
83 : 6548) par le plasmide pTG8665. La souche iransformee est mise en culture 
en milieu LB complemente a lOO^g/mi d'ampicilline. En phase exponentielle 
de croissance, on ajoute 0.2 % d'arabinose en vue d'indutre I'exprcssion de 
25 itreA et i/reB. Apres differenls temps d'induction (I a 3 hrs). le niveau de 

production de UreA et UreB est tres eleve (environ 10 % des proteines toiales) 
et on preleve alors les cellules. 

220 g de cellules sont recuperees par centrifugaiion a partir de 2.5 i de 
30 cultures. 



Ces cellules sont reprises dans environ 1 litre de tampon phosphate de 
sodium 20 mM pH 7.5 contenant 175 mg de PMSF (1 mM). Puis on ajoute a la 
suspension cellulaire 4 \i\ une solution de benzonase a 250 U/^l (Merck ; ref 
35 1654), soit 1 unite/mi final, ainsi que 1 ml d'une solution de MgCU I M. On 

laisse agir pendant 30 min. 

La suspension est ensuite introduite dans un apparetl Rannie 
(homogeneisateur haute-pression) et soumise a une pression de 1.000 bars 
40 pendant 1 h, afm de casser les cellules. 
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5 Deux methodes de purification peuvent etre ensuite altemativement 

choisies. 

3.A. a) Premiere methode 

10 Le cassage des cellules est suivi par densite optique. Lorsque la D.O. est 

de Vordre de 2,5 - 2, la suspension est retiree de I'appareil, et 
supplementee avec 1 ml d'une solution d'EDTA 0,5 M. On centrifuge 
pendant 2 hrs a 10.000 rpm, puis on recupere le sumageant qui est 
centrifuge a 100 000 x g pendant 1 heure afin d'eliminer ies membranes. 

15 

La purification est realisee selon un protocole voisin de celui decrit par 
Hu et al, Infect. Immun. (1992) 60 : 2657. Le sumageant contenant les 
proteines solubles est ajuste a pH 6,8 puis charge avec un debit de 
4nil/min sur une colonne d'echange d'anions (DEAE-Sepharose 
20 Pharmacia) de volume 5cm x 25 cm, equilibree avec le tampon KPO4 20 

mM pH 6,8 contenant du PMSF ImM (tampon PO). La colonne est eluee 
par un gradient lineaire de 0 a 0,5 M de KCl. Des fractions de 14 ml sont 
recueillies et analysees par SDS PAGE. Les fractions contenant Turease 
sous la forme la plus pure sont rassemblees. 

25 

On ajouie a la fraction ainsi obtenue du KCl afin que la concentration 
fmale en KCl soit egal a IM, la solution est chargee sur une colonne de 
Phenyl -Sepharose (Phamiacia). La colonne est eluee par un gradient de 
KCl de 1 M a 0 M. Comme precedemment les fractions sont recueillies et 
30 analysees par SDS PAGE. Les fractions contenant I'urease sous la forme 

la plus pure sont rassemblees et dialysees contre un tampon KPO4 20mM 
pH 7,5. 

La fraction obtenue est chargee sur une colonne d'echange d'anions (Q- 
35 Sepharose Fast Flow; Pharmacia) equilibree avec le tampon KPO4 20mM 

pH 7,5; comme precedemment la colonne est eluee par un gradient 
lineaire de 0 a 0,5 M de KCl et les fractions sont recueillies et analysees 
par SDS PAGE. 



40 



Les fractions contenant I'urease sont rassemblees, concentrees par 
diafiltration sur une membrane dont le seuil de coupure est de 100 kDa et 
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5 la fraction est deposee sur une colonne de gel filtration (Sephacn'l 400 

HR) equilibree dans le tampon NaP04 20mM pH 7,5, apres analyse par 
SDS PAGE des difFerentes fractions, celles contenant I'urease sont 
recueillies, concentrees par diafiltration sur une membrane dont le seuil 
de coupure est de 100 kDa et la solution est filiree sur une membrane de 
10 porosite 0,22 ^m. Une solution de saccharose sterile est ajoutee a la 

solution d'urease pour obtenir une concentration finale de 2%. La solution 
est ensuite lyophilisee et est conservee sous cette forme dans I'attente des 
etapes ulierieures. 



15 3.A. b) Deuxieme methode 

Ce sumageant est ajuste a pH 7,5 puis charge a un debit de 4 ml/min. sur 
une colonne d'echange d'anion (Q - Sepharose fast flow ; Pharmacia ; ref. 
17-0510-01) de volume 5 cm x 25 cm, equilibree avec un tampon 
20 d'equilibre KPO4 20 mM pH 7,5 contenant du PMSF I mM. La colonne 

est eluee par un gradient lineaire de 0 a 0,5 M de KCI dans le tampon 
d'equilibre (vol. du gradient : 2,25 1 ; debit : 4 ml/min). 



On recueille des fractions de 14 ml que Ton analyse par SDS-PAGE. Les 
25 fractions les plus propres sont collectees et assemblees (en general il 

s'agit des fractions 82 a 121 a partir du debut du gradient). 

Le pool Q - Sepharose est charge a un debit de 2 ml/min, sur une colonne 
de chelate de zinc (Chelating - Sepharose fast flow ; Pharmacia ; ref 1 7- 
30 0575-02) de volume 2,6 cm \ 1 1 cm, auparavant preparee comme suit. 

La colonne est chargee en metal avec 2 volumes d'une solution de ZnCU 
0,2 M, puis rincee avec 3 volumes de NaCI a 0,5 M et ensuite avec 3 
volumes d'un tampon d'equilibrage Tris-HCI 50 mM pH S, contenant du 
35 NaCl 0.5 M, de Timidazole 1 mM et du PMSF 1 mM. La colonne est 

lavee par 1 volume du tampon d'equilibrage a 10 mM d'imidazole puis 
rincee par 3 volumes du tampon d'equilibre a 1 mM d'imidazole. 



40 



Une fois la charge effeciuee, on lave la colonne avec le tampon 
d'equilibrage jusqu'au retour a la ligne de base (lavage mis en oeuvre 
pendant la nuii a 0,2 ml/min). 
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10 



15 



25 



30 



La colorme est ensuite lavee par 200 ml de tampon d'equilibrage a 7.5 
mM d'imidazole a une vitesse d'ecoulement de 1 ml/min. 

L'elutidh a lieu en gradient lineaire de 7,5 mM a 30 mM d'imidazole dans 
le tampon d'equilibrage (volume du gradiem : 250 ml ; debit 1 ml/min). 

On recueille des fractions de 10 ml que Ton analyse par SDS-PAGE. Les 
fractions contenant I'urease pure sont collectees et assemblees (en 
general, il s'agit des fractions 19 a 30 a partir du debut du gradient). 

Le pool chelating-Sepharose est ensuite concentre par ultrafiltration sur 
membrane Amicon YMIOO, jusqu'a 25 ml. 



Ce concentre est ensuite charge sur une colonne de Sephacryl S-300 
(Pharmacia ; ref 17-0599-01) de volume 2,6 cm x 96 cm equilibree en 
tampon KPO4 20 mM. NaCI 0, 1 5 M, pH 7,5 . 

La chromatographic s'effectue a un debit de 0,5 ml/min. On recupere des 
fractions de 10 ml que Ton analyse par SDS-PAGE. Les fractions 
contenam i'urease pure sont assemblees (en general, il s'agit des fractions 
21 a 27 a partir de la fin de la charge) et concentrees jusqu'a environ 2,5 
mg/m] par ultrafiltration sur membrane Amicon YMIOO. La preparation 
de I'apoenzyme est filtree sur une membrane de porosiie 0,22 urn et est 
conservee congelee a -20 °C ou lyophilisee en presence de sucrose par 
e.xemple. 



Les preparations du kit sont les suivantes ; 



Apoenzvme ad juvee en alum nour administrafion nar vnio .n...- 
cutanee 

35 

Une dose pour injection est preparce en adsorbant 20 ^1 de la solution 
d'apoenzyme obtenue en 3,A. (soit 50 Mg) avec 250 pi d'une preparation 
d'hydroxide d'aluminium (alhydrogel ; Superfos) a I mg/ml, apres une 
adsorption de 2 hrs a +4 °C, le volume final est ajuste a 500 pi par Taddition de 
40 PBS. 
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5 3.C. A pocnzvme en linosomes, pour administr ation par voie naso-buccale, 

en aerosol 

La forme apoenzymatique de I'urease d*H pylori est encapsulee dans des 
liposomes. Ces liposomes presentent un diametre moyen de 100 mn et une 
1 0 teneur en proteine de 60 |ig/mg de lipide. 

On administre par voie naso-buccale une quantite totale de 0,1 mg 
d'urease formulee. On utilise un aerosol a deux embouts (nez et bouche) de 
type commercialise par la societe VALOIS (Le Prieure, BPG, 27110 Le 
15 Neubourg). Des pompes permettem de delivrer un volume fmi dependant du 

type de pompe, un embout de taille variable s'adaptant sur le recipient muni de 
sa pompe (300 ^1 maximum par administration, cette dose pouvant etre repetee 
dans des delais choisis). 



20 



3.D. Anoenzvme en linosomes nour admini stration intragastrique 



On administre une quantite totale de 0,5 mg d'urease formulee par voie 
intragastrique. Uapoenzyme est preparee selon la methode decrite dans le 
paragraphe 3.C., puis lyophilisee et reprise par 20 ml d'une solution de 
25 bicarbonate a 200 mM. 

3.E- Protocolc d'immunisation 

Un adulte re^oit en sous-cutanee, la dose preparee en 3.B. 28 jours apres 
30 la primo-injection, il re?oit par voie naso-buccale, la dose preparee en 3.C. ei 

ingere le meme jour, la dose preparee en 3.D, 



Exemnle 4 : Kits dc vaccination contrc Ics infections a H. pylori (ADN codant 
35 pour la sous-unite ureB de Turease, utilise a titrc d'agent vaccinal) 

4.A. Construction des vecteurs plasmidiques 

Le vecteur d'expression eucaryote pCB-1 1 est conslruit a panir des trois 
40 elements suivants : 
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5 - Le plasmide pUC19 (disponible dans le commerce) prealablement 

digere parXbal et EcoKl ; 

Un fragment Spel-Sacll isole du plasmide pCMV-Ela (Figure 6), 
qui comporle le promoteur precoce du cytomegalovirus humain 
1 0 (hCMV) tel que decrit dans e.^. USP 5 1 68 062 ; et 

Un fragment Sacll-EcoRl comportant la partie 3' du gene de 
I'hormone de croissance bovine incluant le signal de 
polyadenylation de I'ARNm ainsi que les sequences de stabilisation 
de I'ARNm. Ce fragment SacU-EcoR} est obtenu a partir du 
plasmide pBS-BGH construit par insertion d'un fragment BamUl- 
EcoRl issu du plasmide pCMV-Ela, dans le plasmide Bluescript 
(disponible dans le commerce). 

20 Ces trois fragments sont ligues ensemble pour former le plasmide pCB- 

1 1 (Figure 7). 

Le gene wreB est amplifie par PCR a partir du plasmide pILL9]4 et a 
Taide des amorces suivantes. 

amorce amont : 5' cgtctcgagccaccatgaaaaagattagcagaaaag 

amorce aval : 5* atcgtcccgggcaggcctcttagaaaatgciaaagagttgcgccaagct. 

L'amorce amont pemiet d'introduire le site de restriction XJio] et la 
sequence Kozak en amont du cadre de lecture ouvert (ORF) de ureB. tandis que 
l'amorce avale permet d'introduire le site Sma\ en aval de I'ORF. Le fragment 
30 genere par PCR est digere puis insere dans le plasmide pCB-1 1. prealablement 

digere parXhol etSmol pour generer le plasmide pCB-ureB (Figure 8). 

E. coli XLl est transfomie par ce plasmide puis mis en culture selon des 
techniques conventionnelles. Le plasmide ainsi amplifie est recolte de maniere 
35 usuelle par lyse alcaline suivie d'un gradient isopicnique en chlorure de cesium. 

L'ADN est repris soit en eau distillee, soit en eau physiologique (NaCl 97oo), 

4.B. Preparation d'une composition liposomc/ADN 

"^0 On fabrique du bromure de 0,0\0'-tridodecanoyl-N-(ta trimethylammo- 

niododecanoyl)-tris-(hydro>cymeihyl)aminoethnae (communement appele TCI- 
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5 12) selon la methode decrite par Kunitake et al, J. Am. Chem. Soc. (1984) i06 

: 1978. Puis on dissout lOmg de ce produit dans 50^1 d'ethanol. Cette 
preparation est ensuite injectee rapidement a I'aide d'une seringue Hamilton 
dans 2ml d'eau desionisee sous agitation a 42°C. 

10 Des liposomes d'environ 50nm de diametre se forment spontanement au 

cours de la dissolution de Teihanol dans I'eau. On obtient ainsi une preparation 
liposomal e contenant 5.2mM de TCI -12. 

lOOfjl de la preparation obtenue precedemment sont diiues par addition 
15 de 150|xl d'eau distillee. Puis on ajoute 250fil d'une preparation aqueuse du 

plasmide pCB-ureB a 2\ig/^l Le rapport de charge (TCl-12/nucleotide) est de 
I'ordre de 0,35. 



20 



4.C. Protocoles d'immunisation 



Des souris Balb/c agees de 6 a 8 semaines sont prealablement 
anesthesiees par injection d'un melange xylazine + ketamine. Elles regoivent 3 
administrations de 50^g de pCB-ureB, a 3 semaines d*inter\'alle. 

25 Dans les differents protocoles ^immunisation, on utilise la voie 

intranasal (IN), la voie intramusculaire (IM) ct la voie intradermique (ID). 

Lors d'une administration par voie intranasale, 50|.il d'une solution 
d'ADN a lOOpg/ml en eau physiologique ou en melange liposome/ ADN tel que 
30 obtenu en 4.B. sont deposes gouttes a gouttes dans les narines. 

Lors d'une administration par voie intramusculaire, 50^1 d'une solution 
d'ADN a I OO^g/ml en eau physiologique sont injectes dans les quadriceps a 
Taide d'une seringue Hamilton equipee d'une aiguille de gauge 29. 

35 

Lors d'une administration par voie intradermique. lOO^il d'une solution 
d'ADN a 500Mg/ml sont injectes en 5 sites dans la peau du dos rasee au 
prealable, k I'aide d'un injecteur a jet pneumatique (Mesoflash^" 10). 



40 



Les differents protocoles d'immunisation sont comme suit 
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Groupes 


Primo- 
administration 
(Jour zero) 


Premier rappel 
(Jour 21) 


Deuxieme rappel 
(Jour 42) 


1 (ISsouris) 


Lipo-pCB ureB/IN 


Lipo-pCB ureB/IN 


Lipo-pCB ureB/IN 


2 (ISsouris) 


pCB ureB/IN 


pCB ureB/IN 


pCB ureB/IN 


3 (10 souris) 


pCB ureB/IM 


lipo-pCB ureB/IN 


lipo-pCB ureB/IN 


4 (10 souris) 


pCB ureB/ID 


lipo-pCB ureB/IN 


lipo-pCB ureB/IN 



5 

Aux jours 14, 35 et 56, on preleve des echanti lions de serum chez 
chacune des souris. La production d'anticorps anti-urease est recherchee par 
ELISA (on utilise un extrait soluble purifie d'//. pylori). 



'0 Les resultats presentes en resume dans la Figure 9 montrent que les 

difTerems protocoles d'immunisation permettent d'induire une forte reponse IgG 
et une moindre reponse IgA. 



15 Exemple 5 : Induction d'une reponse immunttairc mucosale a I'encontre dc 
r urease d*H, py/ori. 



5.A. Preparation dc la composition immunisantc 



20 A 20ml de chloroforme, on ajoute 0.8g de DC-Chol ei 2,4g de 

dioleoylpliosphaiidycholine (DOPC). dans un ballon de 1 litre. Ce melange est 
evapore sous vide de maniere a former un film lipidique sur les parots du 
ballon. Ce film est ensuite seche sous vide pousse pendant la nuit. 



25 Le film est ensuite repris par 400ml d'une solution d'apoenzyme a 

1.5mg/ml (preparee comme decrit dans I'ExempIe 3.A.) dans du tampon Hepes 
20mM pH6.2. On laisse 6 heures a temperature ambiante sous agitation. 



La suspension de vesicules mullilamellaires qui en resulie, est ensuite 
30 microfluidisee par 10 passages a 500kPa dans un microfluidiseur MHOS 

(Microfluidics Co.) pour former une population homogene de liposomes 
majoritairement unilamellaires d'environ lOOnm de diametre et contenant 
I'apoenzyme. 
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Ces liposomes sont filtres a travers un fihre Stenivex-HV {0»45^, 
Millipore) puis lyophilises apres addition de 20g de sucrose. 

La taille des liposomes mesuree par light scattering (Zetamaster, Malvern 
10 Instruments) est de 148 ± 52nm. Le taux d'encapsidation de I'apoenzyme est de 

I'ordre de 20% ; le restant de la quantite totale etant sous forme libre (non- 
encapsidee). 



5.B. Protocoles d^mmunisation 

Des souris Swiss agees de 6 a 8 semaines sont reparties dans 4 groupes 
(10 souris/groupe) et re9oivent a JO, J28 et J56 par differentes voies, une dose 
de la preparation obtenue ci-avant. 



20 Deux protocoles d'immunisation sont testes. II s'agit de : 

1) Sous-cutanee/intragastrique + nasaie/intragastrique + nasale ; et 

2) Intragastrique + nasale, repeie 3 fois. 



Les doses sont comme suit : Pour administration par voie nasale, une 
25 quantite de lyophilisat correspondant a lOpg d'apoenzyme totale (encapsidee + 

non-encapsidee) est reprise extemporaneement par 30(il d'eau physiologique 
(NaCl 9°/oo). La dose est deposee gouite a goutte sur les narines. Pour 
administration par voie sous-cutanee, la meme dose de lyophilisat est reprise 
par 300 pi de saline. Pour administration par voie intragastrique, une quantite 
30 de lyophilisat correspondant a 40Mg d'apoenzyme totale (encapsidee + non- 

encapsidee) est reprise par 300pl de saline complementee par 0.2 M NaHCO-. 
La dose est administree a ('aide d'une canule couplee a une serineue de 1 ml. 

15 jours apres la demiere administration, les souris sont eprouvees par 
35 savage intragastrique avec 10^ gemies d'une souche d'//. pylori adaptee a la 

souris. Un mois apres epreuve, les estomacs sont preleves et un test d'activite 
urease (Jatrox ND) est effectue sur 1/4 de Testomac. 4 heures apres 
prelevement, la densite oplique du milieu est mesuree a 550nm. Les resuUats 
sont presentes dans la Figure 10. 



40 
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5 Ces resultats montrent que meme si une protection complete n'est pas 

obtenue aux doses de DC-Chol utilisees, une reduction significative de 
Tactivite urease, done de i'infection, est observee par rapport aux controles 
positifs (souris ayant re^u des liposomes vides), Ces resultats demontrent aussi 
I'interet d'une primo-immunisation par voie parenterale ciblee dans la region 
10 dorso-lombaire (sous-cutanee ; la voie intramusculaire aurait pu etre utilisee de 

meme et aurait avantageusement permis de cibler plus specifiquement les 
ganglions coeliaques). 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Pasteur Merieux Serums & vaccins 

(B) RUE: 58, avenue Leclerc 

(C) VILLE: Lyon 
10 (E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 69007 

(G) TELEPHONE: 72 73 79 31 

(H) TELECOPIE: 72 73 78 50 

15 (ii) TITRE DE L' INVENTION: Composition destinee a 

1' induction d'une reponse immunitaire mucosale 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

20 (iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 

25 (OEB) 



[2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

30 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 41 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 
{D) CONFIGURATION: lineaire 

35 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
40 CCCAAATCAT GAAACTCACC CCAAAAGAGT TAGATAAGTT G 41 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
55 GCTTCTACAT AGTTAAGCTT AATGCCTT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CGTCTCGAGC CACCATGAAA AAGATTAGCA GAAAAG 36 



15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 49 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



ATCGTCCCGG GCAGGCCTCT TAGAAAATGC TAAAGAGTTG CGCCAAGCT 



49 
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Revendications 

1. Une composition pharmaceutique ciestinee a induire chez un mammifere bote, une 
reponse immunitaire protectrice d Tencontre d'un antigene, au niveau d'un site 
mucosal effecteur, qui comprend, pour une administration concomitante ou 
consecutive : (i) de maniere optionnelle, un premier produit et, (ii) au moins un 
deuxieme et un troisieme produit ; ces trois produits identiques ou difFerents, 
contenant chacun un agent inducteur de la reponse immunitaire selectiorme parmi 
I'antigene el a condition que Tantigene soit de nature proteique, une cassette 
d'expression capable d'exprimer I'antigene ; le premier produit etant formule de 
maniere a etre administre par voie systemique, le deuxieme produit etant formule de 
maniere a etre administre par voie naso-buccale afin que I'agent inducteur soit cible 
vers le ou les site(s) inducteur(s) d'une reponse immunitaire au niveau du naso-oro- 
pharynx ou des glandes salivaires, et le troisieme produit etant formule de maniere a 
etre administre par une voie mucosale appropriee autre que la voie nasale, afm que 
I'ageni inducteur soit cible vers le ou les site(s) inducteur(s) d'une reponse 
immunitaire au niveau du site effecteur ou !a reponse immunitaire est recherchee. 

2. Une composition selon la revendication I, dans laquelle le premier produit est 
formule de maniere a etre administre par voie parenterale. 

3. Une' composition selon la revendication 1 ou 2, pour induire chez un mammifere 
bote, une reponse immunitaire a I'encontre d'un aniigene, au niveau de Tappareil 
respiratoire (bronches, naso-pharynx, poumons), dans laquelle le troisieme produit 
est formule pour etre administre par voie pulmonaire. 

4. Une composition selon la revendication I ou 2, pour induire chez un mammifere 
bote, une reponse immunitaire a I'encontre d'un aniigene. au niveau d'un site effecteur 
mucosal selectiorme parmi le groupe constitue de I'inteslin et des muqueuses 
genitales, dans laquelle le troisieme produit est formule pour etre administre par voie 
uro-genitale. 

5. Une composition selon la revendication 1 ou 2, pour induire chez un mammifere 
bote, une reponse immunitaire a I'encontre d'un aniigene, au niveau de Testomac ou 
de I'intestin, dans laquelle le troisieme produit est fomiule pour etre administre par 
voie orale, y compris la voie intragaslrique. 
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6. Une composition selon I'une des revendications 1 a 5, dans laquelle le premier 
produit contient en outre un adjuvant tel que I'hydroxide ou le phosphate d'aluminium 
ou par un adjuvant de type ISCOM. 

7. Une composition selon I'une des revendications 1 a 6, dans laquelle le deuxieme 
produit est foimuie sous fonne de particules telles que des liposomes ou des 
microspheres. 

8. Une composition selon la revendication 7, dans laquelle le deuxieme produit est 
formule sous forme de particules ayant un diametre de 0,05 a 5 ^m. 

9. Une composition selon I'une des revendications 1 a 8, dans laquelle le troisieme 
produit est formule sous forme de particules telles que des liposomes ou des 
microspheres, pour etre administre par voie pulmonaire ou par vole orale, y compris 
la voie intragastrique. 

10. Une composition selon la revendication 9, dans laquelle le troisieme produit est 
formule sous forme de particules ayant un diametre de 0,05 a 5 ^im, pour etre 
administre par voie pulmonaire. 

11. Une composition selon la revendication 9, dans laquelle le troisieme produit est 
formule sous forme de particules ayant un diametre de 0,05 a 5 ^m, pour etre 
administre par voie orale, y compris la voie intragastrique. 

12. Une composition selon Tune des revendications 10 a 11, dans laquelle le deuxieme 
ou le troisieme produit est un spray ou un aerosol. 

13. Une composition selon I'une des revendications 1 a 12, dans laquelle le troisieme 
produit est une preparation enteriquement protegee. 

14. Une composition selon I'une des revendications 1 a 13, dans laquelle le deuxieme ou 
le troisieme produit contient en outre un adjuvant depourvu de toxicite, autre que les 
sous-unites non-toxiques ou les formes detoxifiees des toxines bacteriennes et autre 
que des liposomes ou des microspheres. 

15. Une composition selon I'une des revendications I a 14, dans laquelle le deuxieme ou 
le troisieme produit contient en outre du MPLA. 
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16. Une composition selon Tune des revendications 1 a 15, dans laquelle I'agent 
inducteur contenu dans ie premier, le deuxieme ou le troisieme produit est I'antigene. 

17. Une composition selon Tune des revendications I a 16, dans laquelle les agents 
inducteurs contenus dans le deuxieme et troisieme produits sont les memes. 

18. Une composition selon la revendication 17, dans laquelle les agents inducteurs 
contenus dans le premier, deuxieme et troisieme produits sont les memes. 

19. Une composition selon Tune des revendications 2 a 18» dans laquelle le premier 
produit est formule pour etre administre par voie sous-cutanee, intra-dermique ou 
intra-musculaire. 

20. Une composition selon Tune des revendications 1 a 19, dans laquelle I'antigene est un 
antigene d'une bacterie pathogene pour le mammifere bote. 

21. Une composition selon les revendications 5 et 20, dans laquelle I'antigene est un _ 
antigene Helicobacter pylori. 

22. Une composition selon la revendication 21, dans laquelle I'antigene est la forme 
apoenzymatique de I'urease d!H. pylori. 
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